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禽腺病毒 ４ 型 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白单克隆抗体的制备及双抗体夹心
ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

刘文健１， 王帅雯１， 吉梅２， 刘萌１， 汤智辉１， 张硕１， 宋素泉１， 闫丽萍１∗

（１． 南京农业大学动物医学院， 江苏 南京　 ２１００９５；
２． 中海生物制药 （泰州） 有限公司， 江苏 泰州　 ２２５３１６）

摘要： 旨在制备禽腺病毒 ４ 型 （ＦＡｄＶ－４） Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的单克隆抗体并建立 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的定量检测方法。 本研究将原核表达的 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白免

疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠， 通过细胞融合技术制备杂交瘤细胞， 并通过免疫印迹、 间接免疫荧光和抗体相加试验筛选杂交瘤细胞株； 以制备的单克隆抗体

为捕获抗体和酶标检测抗体， 通过优化捕获抗体包被浓度和酶标抗体稀释度等条件， 建立特异性检测 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法。 结

果： 本研究成功筛选到 ３ 株能够稳定传代的杂交瘤细胞株 １Ｈ２、 ２Ａ９ 和 ３Ｅ１， 其分泌的抗体均与 ＦＡｄＶ－４ 全病毒具有良好的反应性， 可识别不同

抗原表位； 进一步发现， 以 １Ｈ２ 为捕获抗体、 ２Ａ９ 为酶标检测抗体， 能够建立检测 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的 ＥＬＩＳＡ 方法； 该方法具有良好的重复性， 批内

重复及批间重复试验变异系数均小于 １０％； 敏感性高， Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白检测限为 ０􀆰 ０７８ ｎｇ ／ μＬ； 特异性好， 不与 ＦＡｄＶ－４ 的其他结构蛋白及鸭腺病毒

３ 型的 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白发生反应。 综上， 本研究成功制备了 ３ 株 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白单克隆抗体， 并建立了定量检测 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法，
为后续 ＦＡｄＶ－４ 基础研究和 Ｆｉｂｅｒ－２ 亚单位疫苗研究奠定了物质基础。

关键词： 禽腺病毒血清 ４ 型； 单克隆抗体； 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ
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　 　 禽腺病毒 （ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ， ＦＡｄＶ） 属于腺病毒

科禽腺病毒属， 根据其群特异性抗原差异， 禽腺病毒

可以分为Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅲ群， 根据血清交叉中和试验结果

和限制性酶切图谱， Ｉ 群禽腺病毒又被分为 １ ～ ８ａ、
８ｂ～１１ 共计 １２ 种血清型， Ａ～Ｅ 共计 ５ 个基因型［１－２］，
不同基因型的 ＦＡｄＶ 可引起不同致病特征［３－６］。 禽腺

病毒血清 ４ 型 （ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４， ＦＡｄＶ－４）
属 ＦＡｄＶ－Ｃ， 主要导致 ３～５ 周龄肉鸡发生心包积液－
肝炎综合征 （ ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ － ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＨＨＳ）， 病死鸡剖检可见肝脏黄染、 易碎， 心包膜内

有稻草色澄清透明积液［７］。 自 ２０１５ 年以来， ＦＡｄＶ－４
在我国养禽业较为发达的省份广泛流行， 并逐渐成为

优势流行血清型， 致死率可高达 ８０％， 并可垂直传

播和水平传播［８］。
ＦＡｄＶ－４ 为无囊膜双链 ＤＮＡ 病毒， 基因组大小

约 ４５ ｋｂ［９］。 病毒粒子直径大小为 ７９ ～ ９０ ｎｍ［１０］， 病

毒衣壳主要由 Ｈｅｘｏｎ 蛋白、 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白和长短不

一的 ２ 个 Ｆｉｂｅｒ 蛋白组成， 此外还包括各种次要结构

蛋白和非结构蛋白［１１－１２］。 Ｈｅｘｏｎ 蛋白是构成病毒衣

壳的主要结构蛋白， 该蛋白包含中和表位和主要的特

异性抗原决定簇， 是禽腺病毒遗传进化分析的靶基

因， 其 在 病 毒 复 制 中 也 起 到 了 重 要 作 用［１２－１５］。
Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白主要作为 Ｆｉｂｅｒ 蛋白的基座， 通过非

共价形式与 Ｆｉｂｅｒ 蛋白连接使得其展示在病毒粒子表

面， 同时参与病毒对靶细胞的入侵和二次附着［１６－１７］。
Ｆｉｂｅｒ 蛋白主要分为头区、 轴区和 Ｎ 端的尾区［１８］。 禽

腺病毒血清 ４ 型的 Ｆｉｂｅｒ 蛋白分为较长的 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋

白 （４７９ 个氨基酸） 和较短的 Ｆｉｂｅｒ－１ 蛋白 （４３１ 个

氨基酸） ［１９］。 Ｆｉｂｅｒ－１ 蛋白的头区在ＦＡｄＶ－４ 的细胞

入侵中起到重要作用［２０］。 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白是 ＦＡｄＶ－４ 另

一重要的毒力决定因素， 能够引起 ＨＨＳ 的 ＦＡｄＶ－４
毒株与非致病 ＦＡｄＶ－４ 毒株的 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白氨基酸序

列存在多处差异［３］。 Ｘｉｅ 等［２１］ 研究发现， Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋

白 １～４０ 位氨基酸区域可以与宿主蛋白 ＫＰＮＡ ３ ／ ４ 互

作， 介导病毒在宿主细胞内的复制。 值得注意的是，
虽然 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白不能诱导机体产生中和抗体， 但其

却表现出良好的免疫保护作用， 多数针对 ＦＡｄＶ－４ 的

亚单位疫苗的研究均围绕 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白展开［２２－２６］， 最

小免疫剂量最低可达 ２． ５ μｇ ／羽［２４］。 Ｘｉｅ 等［２７］ 还通

过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术将高致病力 ＦＡｄＶ－ ４ 毒株的

Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白替换为 ＥＧＦＰ 蛋白， 进而研制了可以提

供良好保护作用的减毒 ＦＡｄＶ－４ 活疫苗。 此外， 利用

针对 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的单克隆抗体建立的胶体金检测试

纸条及双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法在 ＦＡｄＶ－４ 病原检测

中也有着广泛应用［２８－２９］。 综上， Ｆｉｂｅｒ－２ 是 ＦＡｄＶ－４
分子致病机制、 防控手段及检测产品研究的重要靶

蛋白。
本研究以原核表达的 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白为免疫原免疫

ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠， 经细胞融合后制备了杂交瘤细胞， 并

通过一系列筛选最终获得了能够连续传代、 稳定分泌

单克隆抗体的 ３ 株阳性杂交瘤细胞 １Ｈ２、 ２Ａ９、 ３Ｅ１，
其分泌的单克隆抗体具有良好的反应性并能识别

Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的不同抗原表位。 随后， 本研究以 １Ｈ２
为捕获单抗， 以 ＨＲＰ－２Ａ９ 为酶标抗体成功建立了可

以检测 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法， 为后

续研究 Ｆｉｂｅｒ－２ 亚单位疫苗提供了良好的蛋白浓度定

量工具， 也为深入研究 ＦＡｄＶ－４ 致病机制提供了物质

基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购于上海西普尔－必凯实验动物有

限公司； ＳＰ２ ／ ０ 细胞及能够表达 ＦＡｄＶ－４ ＪＳ 株 Ｆｉｂｅｒ－
２ 蛋白的相关菌种均由本实验室保存。 免疫印迹分析

（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）， 间接免疫荧光分析 （ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ， ＩＦＡ） 鉴定中使用的 ＦＡｄＶ－４ ＪＳ
株由本实验室分离保存［３０］。

５０×ＨＡＴ 添加剂、 ＰＥＧ２０００、 ＨＥＰＥＳ、 无水乙酸

钠、 氯化钠及弗氏不完全佐剂均购于 Ｓｉｇｍａ 公司； 丙

酮酸钠和 Ｌ－谷氨酰胺均购于上海蓝季科技发展有限

公司； ０􀆰 ４％台盼蓝染色剂、 细胞计数板购于赛默飞

世尔科技有限公司； 异硫氰酸荧光素酯 （ＦＩＴＣ） 和

辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的山羊抗鼠抗体购于

ＫＰＬ 公司； ＩｇＧ 免疫亲和层析柱、 镍离子亲和层析柱

均购于武汉汇研生物科技有限公司； 抗体酶标试剂盒

购于湖州英创生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 免疫原制备

将保存于－８０ ℃的 ｐＥＴ２８ａ－Ｆｉｂｅｒ－２－Ｒｏｓｅｔｔａ 甘油

菌复苏培养， 随后按照 １％比例接入 ２００ ｍＬ 含卡那

霉素的 ＬＢ 培养基， 培养至 ＯＤ６００ ｎｍ值在 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 时
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加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的异丙基硫代半乳糖苷

（ＩＰＴＧ）， 并转入 １６ ℃ １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导表达１６ ｈ。 诱

导表达结束后离心收集菌体， 用含 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的

２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲液重悬菌体进行超声破碎，
Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白以可溶性形式表达于上清液中， 按照镍

离子亲和层析柱说明书对 Ｆｉｂｅｒ － ２ 蛋白进行纯化，
Ｈｉｓ－Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白在 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑浓度下大量洗

脱， 测定浓度及纯度后保存于－４０ ℃备用。
１􀆰 ３　 单克隆抗体的制备、 纯化及鉴定

将前步制备的 Ｈｉｓ－Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白以兽用注射白油

乳化， 水相与油相体积比为 １ ∶ ２。 将制备好的油乳

剂疫 苗 免 疫 ６ 周 龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌 鼠， 免 疫 剂 量 为

５０ μｇ ／只。 首次免疫 ２１ ｄ 后以相同剂量加强免疫 １
次， ２ 次免疫 ２１ ｄ 后将免疫剂量调整为 １５０ μｇ ／只进

行 ３ 次免疫； ３ 次免疫 ７ ｄ 后断尾采血， 以包被原为

Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白 （包被浓度 ２ μｇ ／ ｍＬ） 的间接 ＥＬＩＳＡ 方

法检测血清抗体效价， 对血清效价高的小鼠进行加强

免疫。 加强免疫后 ３ ｄ 麻醉小鼠无痛处死， 无菌采集

脾细胞， 利用 ＰＥＧ２０００ 使得脾细胞与 ＳＰ２ ／ ０ 细胞

融合。
通过前述间接 ＥＬＩＳＡ 方法筛选能够分泌单克隆

抗体的杂交瘤细胞， 阴性对照为 ＳＰ２ ／ ０ 细胞培养上

清液， Ｐ ／ Ｎ 值为阳性 ＯＤ４５０ ｎｍ值 ／阴性对照 ＯＤ４５０ ｎｍ值

的比值， Ｐ ／ Ｎ 值＞２􀆰 １ 时认为该孔为阳性。 将阳性孔

细胞吹下后， 进行细胞计数， 按照 １００ 个活细胞 ／孔
加入提前铺设好饲养层细胞的 ９６ 孔细胞板中进行亚

克隆。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＩＦＡ、 体外中和试验及抗体

相加试验筛选能够分泌特异性好、 反应性好， 可以识

别不同表位单克隆抗体的杂交瘤细胞， 并制备腹水抗

体。 相加试验步骤按参考文献 ［３１］ 进行， 具体步

骤如下： 将单抗Ⅰ、 单抗Ⅱ 分别 １００ μＬ 加入事先包

被好的 ２ μｇ ／ ｍＬ Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的 ＥＬＩＳＡ 板中， 并测定

对应的 ＯＤ４５０ ｎｍ 值， 并记为 Ａ１ 和 Ａ２； 后先加 １００ μＬ
单抗Ⅰ 于上述 ＥＬＩＳＡ 板中， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 洗板后

加 １００ μＬ 单抗Ⅱ， ３７ ℃ １ ｈ 后测定对应的 ＯＤ４５０ ｎｍ

值， 记为 Ａ１＋２， 并按照如下公式计算相加指数 （ＡＩ），
即 ＡＩ ＝ ｛ ［２Ａ１＋２ ／ （Ａ１ ＋Ａ２） ］ －１｝ ×１００％， 当 ＡＩ＞
５０％时， 认为两单克隆抗体识别不同表位； ＡＩ＜５０％
时， 认为两单克隆抗体识别表位相同或相似。 参照

ＩｇＧ 蛋白免疫亲和层析柱说明书对上述腹水抗体进行

纯化， 参考抗体酶标试剂盒说明书对上述纯化后的腹

水抗体进行酶标记。
１􀆰 ４　 双单抗夹心 ＥＬＩＳＡ 方法反应程序的确定

１􀆰 ４􀆰 １　 捕获单抗和检测单抗的配对筛选

将 １ μｇ ／ ｍＬ 腹水抗体 ４ ℃ 过夜包被 ＥＬＩＳＡ 板，
０􀆰 １％ ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次后每孔以 ３００ μＬ ５％脱脂奶

３７ ℃封闭 ２ ｈ， 后 ０􀆰 １％ ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次。 封闭完成

后每孔加入 １􀆰 ５ μｇ 纯化 Ｆｉｂｅｒ － ２ 蛋白， ３７ ℃ 作用

１ ｈ； ０􀆰 １％ ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次后每孔加入 １００ μＬ ５％脱

脂奶稀释 ２ ０００ 倍的酶标单抗， ３７ ℃ 作用 ４５ ｍｉｎ，
０􀆰 １％ ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次后每孔加入 １００ μＬ 现配的 ＴＭＢ
显色液， ３７ ℃避光反应 ５ ｍｉｎ， 最后每孔加入 ５０ μＬ
２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４终止显色后读取 ＯＤ４５０ ｎｍ值。 选取 Ｐ ／ Ｎ
值最大的组合为最佳搭配。
１􀆰 ４􀆰 ２　 包被条件筛选

将前步挑选的最佳捕获单抗以 ５％脱脂奶稀释至

２ μｇ ／ ｍＬ 包被 ＥＬＩＳＡ 板， 每孔 １００ μＬ， 包被条件分

别设置为 ３７ ℃ ２ ｈ、 ３７ ℃ ３ ｈ、 ４ ℃包被 １４ ｈ， 后续

封闭等步骤参考本文 １􀆰 ４􀆰 １， 选取 Ｐ ／ Ｎ 值最大的包被

条件为最佳包被条件。
１􀆰 ４􀆰 ３　 捕获单抗和酶标检测单抗的最适浓度筛选

以 ｐＨ 值 ９􀆰 ６ 的碳酸盐缓冲液将捕获单抗稀释为

１ μｇ ／ ｍＬ、 ２ μｇ ／ ｍＬ、 ４ μｇ ／ ｍＬ 和 ８ μｇ ／ ｍＬ， 按照确

定的最佳包被条件包被 ＥＬＩＳＡ 板； 以 ５％脱脂奶将酶

标抗体分别按照 １ ∶ ２ ０００、 １ ∶ ４ ０００、 １ ∶ ８ ０００、 １ ∶
１６ ０００、 １ ∶ ３２ ０００ 比例稀释， 通过方阵滴定试验确

定最佳浓度组合， 选择 Ｐ 值最接近于 １， 且 Ｐ ／ Ｎ 值

最大时的浓度组合为最佳浓度组合。 具体 ＥＬＩＳＡ 程

序参考本文 １􀆰 ４􀆰 １。
１􀆰 ４􀆰 ４　 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白最佳作用时间筛选

按照前步摸索的捕获单抗最佳包被浓度和包被条

件包被 ＥＬＩＳＡ 板， 封闭洗板后以 ０􀆰 １％ＰＢＳＴ 将 Ｆｉｂｅｒ－
２ 蛋白稀释至 １􀆰 ５ μｇ ／孔， 分别于 ３７ ℃作用 ３０ ｍｉｎ、
４５ ｍｉｎ、 １ ｈ 及 １􀆰 ５ ｈ， 洗板后按照前步摸索的最佳酶

标抗体稀释度稀释抗体， 每孔加入 １００ μＬ， 后续步

骤参考本文 １􀆰 ４􀆰 １。
１􀆰 ４􀆰 ５　 酶标单抗的最佳作用时间筛选

按照摸索的最佳条件进行 ＥＬＩＳＡ 试验， 加入最

佳稀释度的酶标单抗后， 分别在 ３７ ℃ 作用 ２０ ｍｉｎ、
３０ ｍｉｎ、 ４５ ｍｉｎ、 ６０ ｍｉｎ ， 并选取 Ｐ ／ Ｎ 值的最大时间

为酶标单抗的最佳作用时间。
１􀆰 ４􀆰 ６　 ＴＭＢ 显色底物最佳反应时间筛选

按照摸索的最佳条件进行 ＥＬＩＳＡ 试验， 加入

ＴＭＢ 显色液之后， 分别在 ３７ ℃ 显色 ５ ｍｉｎ、 １０ ｍｉｎ
和 １５ ｍｉｎ， 选取 Ｐ ／ Ｎ 值最大的 ＴＭＢ 显色底物作用时

间为最佳作用时间。
１􀆰 ５　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的敏感性试验

以 ＰＢＳＴ 溶液将 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白进行 ２ 倍倍比稀释，
起始稀释浓度为 ２ μｇ ／ １００ μＬ， 共设 １０ 个稀释度， 并

以 ＳＰ２ ／ ０ 细胞培养上清液作为阴性对照， 选择 Ｐ ／ Ｎ
值＞２􀆰 １ 时的最大稀释度为所建立的双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ 方法的检测线。
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１􀆰 ６　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的特异性试验

按照前步试验确定的 ＥＬＩＳＡ 程序， 检测所建立

的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法是否可以和 ＦＡｄＶ － ４ 的

Ｆｉｂｅｒ－１、 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ、 Ｈｅｘｏｎ 蛋白及鸭腺病毒 ３ 型的

Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白发生非特异性反应， Ｐ ／ Ｎ 值＞２􀆰 １ 时判为

阳性， 以检测建立的 ＥＬＩＳＡ 方法的特异性。
１􀆰 ７　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的重复性试验

选取同一批次包被 ＥＬＩＳＡ 板， 按照建立的 ＥＬＩＳＡ
程序进行 ４ 次批内重复试验， 分别记为试验 １～４， 每

次试验共设置 ６ 个重复， 计算每次试验的平均值和标

准差后计算变异系数。
共取 ４ 个批次包被的 ＥＬＩＳＡ 板， 捕获单抗包被

浓度为 ２ μｇ ／ ｍＬ， ４ ℃包被 １２ ｈ， 包被结束后 ０􀆰 １％
ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次， 以 ５％脱脂奶 ３７ ℃封闭 ２ ｈ， ０􀆰 １％
ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次后 － ４０ ℃ 保存备用。 按照建立的

ＥＬＩＳＡ 程序进行批间重复试验。 在进行批间重复试验

时， 每次试验都自不同批次包被的 ＥＬＩＳＡ 板随机选

择 １ 条酶标条， 即每次批间重复试验设置 ４ 个不同批

次重复， 共进行 ５ 次批间重复试验， 分别记为试验

１～５， 计算每次试验的平均值和标准差后计算变异

系数。
１􀆰 ８　 数据处理与分析

双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法反应程序确立中的部分

数据及特异性试验数据由 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １ 进行

整理， 并以柱形图的形式展示； 敏感性试验中 Ｆｉｂｅｒ－
２ 蛋白浓度和 ＯＤ４５０ ｎｍ 值之间的线性回归方程由

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １ 中的线性回归分析计算得到，
数据以 “平均值±标准差” 表示。

２　 结果

２􀆰 １　 阳性杂交瘤细胞的筛选及效价测定

以 ２ μｇ ／ ｍＬ Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白为包被原的间接 ＥＬＩＳＡ
方法测定 ３ 次免疫后的小鼠血清抗体水平， 测得 ３ 只

小鼠的血清抗体效价分别为 １０５、 １０６和 １０６。 选择血

清抗体效价为 １０６的小鼠进行加强免疫， ３ ｄ 后进行

细胞融合， 经过 ４ 次亚克隆筛选， 最终获得 ５ 株可以

连续传代的阳性杂交瘤细胞株， 分别命名为 １Ｈ２、
２Ａ９、 ２Ｈ２、 ３Ｅ１ 和 ３Ｇ１２。 以 ５％脱脂乳对上述杂交

瘤细胞培养上清进行 ２ 倍倍比稀释， 测得上述 ５ 株杂

交瘤细胞上清液的抗体效价为 ２１０、 ２１２、 ２６、 ２１２

和 ２６。
２􀆰 ２　 单克隆抗体的特异性鉴定及相加试验

２􀆰 ２􀆰 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

分别以感染 ＦＡｄＶ－４ 的 ＬＭＨ 细胞培养产物、 空

白对照 ＬＭＨ 细胞对照产物、 纯化后的 ＦＡｄＶ － ４
Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白、 ｐＥＴ２８ａ 空载体诱导产物及纯化后的鸭

腺病毒 ３ 型 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白为待检样品， 以上述 ５ 株杂

交瘤细胞培养上清为一抗， ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠抗

体为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 结果显示仅感染

ＦＡｄＶ－４ 的 ＬＭＨ 细胞培养产物和纯化后的 ＦＡｄＶ－４
Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白出现大小正确条带 （图 １）， 证明 ５ 株杂

交瘤细胞分泌单抗的特异性良好。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １． 空白 ＬＭＨ 细胞； ２． ＦＡｄＶ－４ 感染的 ＬＭＨ 细

胞； ３． 纯化 ＦＡｄＶ－４ Ｆｉｂｅｒ ２ 蛋白； ４． ｐＥＴ２８ａ 空载； ５． 纯化鸭腺病毒 ３
型 Ｆｉｂｅｒ ２ 蛋白。

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证单克隆抗体的特异性

２􀆰 ２􀆰 ２　 ＩＦＡ 检测

以 ４％多聚甲醛溶液对感染 ＦＡｄＶ－４ ＪＳ 株且产生

典型细胞病变的 ＬＭＨ 细胞进行固定， 封闭后孵育上

述 ５ 株杂交瘤细胞分泌上清液， ０􀆰 １％ ＰＢＳＴ 清洗后

孵育 ＦＩＴＣ 标记的山羊抗鼠抗体， 以倒置荧光显微镜

观察孔内荧光情况， 结果显示， 在感染 ＦＡｄＶ－４ ＪＳ
株 ＬＭＨ 细胞孔中均可观察到荧光， 而阴性对照孔无

荧光 （图 ２）， 证明 ５ 株杂交瘤细胞分泌单抗的特异

性良好， 可作为 ＦＡｄＶ－４ ＩＦＡ 检测的工具抗体。
２􀆰 ２􀆰 ３　 体外中和活性试验

将单抗杂交瘤细胞分泌上清液与 １０４．５ ＴＣＩＤ５０ 的

ＦＡｄＶ－４ ＪＳ 株病毒液混合， 并于 ３７ ℃作用 １ ｈ 后接

种于 ＬＭＨ 细胞。 结果显示， 在接种 ４８ ｈ 后细胞出现

ＦＡｄＶ－４ 侵染细胞的典型病变， 证明上述 ５ 株杂交瘤

细胞培养上清液中的单克隆抗体均无中和活性。
２􀆰 ２􀆰 ４　 相加试验

当 ２Ａ９ 作为单抗Ⅰ， １Ｈ２、 ２Ｈ２ 为单抗Ⅱ时， ＡＩ
均大于 ５０％， 证明 ２Ａ９ 和 １Ｈ２、 ２Ｈ２ 识别不同表位；
当 ３Ｅ１ 作为单抗Ⅰ， １Ｈ２、 ２Ａ９ 和 ２Ｈ２ 为单抗Ⅱ时，
ＡＩ 均大于 ５０％， 证明 ３Ｅ１ 和 １Ｈ２、 ２Ａ９、 ２Ｈ２ 识别不

同表位 （表 １）。 综上， 制备 １Ｈ２、 ２Ａ９、 ３Ｅ１ 这 ３ 株

单克隆抗体之间可以识别不同抗原表位， 后续制备了

上述 ３ 株单克隆抗体的腹水抗体。
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Ａ． 单抗 １Ｈ２； Ｂ． 单抗 ２Ａ９； Ｃ． 单抗 ２Ｈ２； Ｄ． 单抗 ３Ｅ１； Ｅ． 单抗 ３Ｇ１２； Ｆ． 未感染细胞对照。

图 ２　 ＩＦＡ 验证单抗的特异性

表 １　 ５ 株单克隆抗体相加试验的 ＡＩ 结果 ％

单抗Ⅱ
单抗Ⅰ

１Ｈ２ ２Ａ９ ２Ｈ２ ３Ｅ１ ３Ｇ１２

１Ｈ２ ＼ ７２ ３ ７６ ４９

２Ａ９ ４５ ＼ ２０ ７５ ５３

２Ｈ２ － ５６ ＼ ５５ ４６

３Ｅ１ １７ ４１ １８ ＼ ４１

３Ｇ１２ ４８ ２８ ４０ １５ ＼

　 　 注： “－” 表明最后算出的 ＡＩ 为负数， “ ＼ ” 表示无数值。

２􀆰 ３　 腹水抗体制备及效价测定

将 ＩｇＧ 免疫亲和层析纯化的 １Ｈ２、 ２Ａ９、 ３Ｅ１ 腹

水抗体以 ＰＢＳ ５ 倍稀释后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 验证纯度。
结果显示， 在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 考染胶图中除 ＩｇＧ 抗体的

重链和轻链条带外， 无肉眼可见的杂带， 制备的腹水

抗体纯度较高 （图 ３）。 最终得到 １Ｈ２ 抗体 ５２ ｍｇ，
２Ａ９ 抗体 １６ ｍｇ， ３Ｅ１ 抗体 １３ ｍｇ。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １． 纯化前 １０ 倍稀释的 １Ｈ２ 腹水抗体蛋白； ２、
３． 纯化后的 １Ｈ２ 腹水抗体蛋白； ４． 纯化前 １０ 倍稀释的 ２Ａ９ 腹水抗体

蛋白； ５、 ６． 纯化后的 ２Ａ９ 腹水抗体蛋白； ７． 纯化前 １０ 倍稀释的 ３Ｅ１
腹水抗体蛋白； ８、 ９． 纯化后的 ３Ｅ１ 腹水抗体蛋白。

图 ３　 腹水抗体纯化效果检验

参照 ＨＲＰ 酶标试剂盒说明书分别酶标上述制备

的腹水抗体 ３２０ μｇ， 以 ２ μｇ ／ ｍＬ Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白为包被

原的 ＥＬＩＳＡ 方法测定上述酶标抗体效价， 将 Ｐ ／ Ｎ 值＞
２􀆰 １ 的最大稀释度作为酶标抗体效价。 结果显示， 除

ＨＲＰ－１Ｈ２ 的最大稀释度为 １ ∶ ２ ０００ 外， 其余 ２ 株

ＨＲＰ 酶标抗体的效价均为 １ ∶ ３２ ０００ （表 ２）。
表 ２　 ３ 株酶标单抗的效价

稀释比例
Ｐ ／ Ｎ 值

ＨＲＰ－１Ｈ２ ＨＲＰ－２Ａ９ ＨＲＰ－３Ｅ１

１ ∶ ５００ １１．０ ３３．８ ５１．６

１ ∶ １ ０００ ４．６ ２９．４ ４５．０

１ ∶ ２ ０００ ２．９ ２２．１ ３１．０

１ ∶ ４ ０００ ２．０ １４．４ ２０􀆰 ８

１ ∶ ８ ０００ １．３ ８．５ １２．４

１ ∶ １６ ０００ １．０ ５．０ ７．２

１ ∶ ３２ ０００ ０􀆰 ９ ２．９ ４．２

２􀆰 ４　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法反应程序的确定

经过一系列 ＥＬＩＳＡ 方法反应程序的优化，最终确

定捕获单抗为 １Ｈ２，最佳检测单抗为 ２Ａ９（表 ３）。 捕

获单抗的最佳包被浓度为 ２ μｇ ／ ｍＬ，检测单抗的最佳

稀释比例为 １ ∶ ４ ０００（表 ４）。 捕获单抗的最佳包被条

件为 ４ ℃包被 １４ ｈ （图 ４Ａ），Ｆｉｂｅｒ－２ 抗原蛋白最佳作

用条件为 ３７ ℃ 作用 １􀆰 ５ ｈ（图 ４Ｂ），酶标检测抗体的

最佳作用条件为 ３７ ℃作用 １ ｈ（图 ４Ｃ）；ＴＭＢ 显色底

物最佳反应时间为 ３７ ℃反应 １０ ｍｉｎ（图 ４Ｄ）。
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表 ３　 捕获单抗和检测单抗的筛选（Ｐ ／ Ｎ 值）

检测单抗
捕获单抗

１Ｈ２ ２Ａ９ ３Ｅ１

ＨＲＰ－１Ｈ２ ＼ ３．３ ４．１

ＨＲＰ－２Ａ９ １５．８ ＼ １０􀆰 ０

ＨＲＰ－３Ｅ１ １４．７ ７．８ ＼

　 　 注： “ ＼ ” 表明 Ｐ ／ Ｎ 值＜２􀆰 １。

表 ４　 捕获单抗和酶标检测单抗的最适浓度

稀释比例 项目
１Ｈ２ 抗体浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

１ ２ ４ ８

１ ∶ ２ ０００

Ｐ 值 １．７５ １．８４ ２．２５ ２．３８

Ｎ 值 ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０５

Ｐ ／ Ｎ 值 ２９．２ ３０􀆰 ７ ４５．０ ４７．６

１ ∶ ４ ０００

Ｐ 值 １．００ １．０３ １．２４ １．３４

Ｎ 值 ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０５

Ｐ ／ Ｎ 值 １９．３ ２０􀆰 ６ ２４．８ ２６．８

１ ∶ １６ ０００

Ｐ 值 ０􀆰 ３２ ０􀆰 ３６ ０􀆰 ４０ ０􀆰 ４６

Ｎ 值 ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０６

Ｐ ／ Ｎ 值 ５．３ ６．０ ６．７ ７．７

１ ∶ ３２ ０００

Ｐ 值 ０􀆰 １８ ０􀆰 ２０ ０􀆰 ２３ ０􀆰 ２４

Ｎ 值 ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ０５

Ｐ ／ Ｎ 值 ３．０ ３．３ ３．８ ４．８

２􀆰 ５　 双单抗夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的敏感性

将纯化后的 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白以 ０􀆰 １％ ＰＢＳＴ 溶液进行

２ 倍倍比稀释， 计算每稀释度的 Ｐ ／ Ｎ 值， 当 Ｐ ／ Ｎ 值＞
２􀆰 １ 时判定结果为阳性。 结果显示， 本研究建立的双

单抗夹心间接 ＥＬＩＳＡ 方法的 Ｆｉｂｅｒ － ２ 蛋白检测线为

０􀆰 ０７８ ｎｇ ／ μＬ （表 ５）。 当 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白浓度为 ０􀆰 １２５～
０􀆰 ００７ ８１２ ５ μｇ ／ １００ μＬ 时， Ｆｉｂｅｒ － ２ 蛋白浓度与

ＯＤ４５０ ｎｍ值呈现良好的线性关系， Ｒ２ 为 ０􀆰 ９８６ ８ （图
５）， 说明该方法可以对 Ｆｉｂｅｒ－ ２ 蛋白浓度进行定量

测定。
２􀆰 ６　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的特异性

根据前述建立的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法， 按照

ＦＡｄＶ－４ Ｆｉｂｅｒ－１、 Ｆｉｂｅｒ－２、 Ｈｅｘｏｎ、 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白

及鸭腺病毒 ３ 型 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白各 １ μｇ ／孔的检测量进

行 ＥＬＩＳＡ 检测。 结果显示， 所建立的 ＥＬＩＳＡ 方法除

与 ＦＡｄＶ－４ 的 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白发生反应外， 与其余蛋白

均不反应 （图 ６）。
２􀆰 ７　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的重复性

根据前述确定的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的反应

程序测定所建立方法的重复性。 结果显示， 该方法 ４
次批内重复试验的变异系数在 １􀆰 ５％ ～ ５􀆰 １％， ５ 次批

间重复试验的变异系数在 ２􀆰 ６％ ～ ７􀆰 ８％， 均小于

１０％， 重复性良好 （表 ６、 表 ７）。

Ａ． 包被条件筛选； Ｂ． 抗原蛋白作用时间筛选 （反应温度 ３７ ℃）； Ｃ． ＨＲＰ 标记的 ２Ａ９ 抗体作用时间筛选 （反应温度 ３７ ℃）； Ｄ． 底物反应时

间筛选 （反应温度 ３７ ℃）。

图 ４　 ＥＬＩＳＡ 反应程序相关条件的摸索
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表 ５　 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的最低检测线

Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白浓度 ／

（μｇ·１００ μＬ－１）
ＯＤ４５０ ｎｍ值 Ｐ ／ Ｎ 值

２ １．７３±０􀆰 ０４７ ３０􀆰 ５

１ １．６０±０􀆰 ０２６ ２８．３

０􀆰 ５ １．５０±０􀆰 ０９０ ２６．４

０􀆰 ２５ １．４２±０􀆰 １２８ ２５．２

０􀆰 １２５ １．０３±０􀆰 １１４ １８．２

０􀆰 ０６２ ５ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０３４ １１．２

０􀆰 ０３１ ２５ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４４ ６．９

０􀆰 ０１５ ６２５ ０􀆰 ２４±０􀆰 ００５ ４．２

０􀆰 ００７ ８１２ ５ ０􀆰 １３±０􀆰 ００５ ２．３

０􀆰 ００３ ９０６ ２５ ０􀆰 １０±０􀆰 ０４７ １．８

０（阴性对照） ０􀆰 ０６±０􀆰 ００４ ＼

　 　 注： “ ＼ ” 表示无数值。

图 ５　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法检测 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白浓度

图 ６　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 的特异性试验

表 ６　 批内重复性试验

项目 ＯＤ４５０ ｎｍ值 变异系数 ／ ％

试验 １ １．４１±０􀆰 ０７ ５．１

试验 ２ １．０６±０􀆰 ０５ １．５

试验 ３ １．１５±０􀆰 ０４ ３．９

试验 ４ ０．９９±０􀆰 ０４ ４．８

表 ７　 批间重复试验

项目 ＯＤ４５０ ｎｍ值 变异系数 ／ ％

试验 １ １．０８±０．０８ ７．８

试验 ２ １．０２±０．０４ ４．０

试验 ３ １．０６±０．０７ ６．８

试验 ４ １．０４±０．０２ ２．８

试验 ５ １．０４±０．０２ ２．６

３　 讨论

ＦＡｄＶ－４ 因其高致死率和高传染性， 给我国养鸡

业带来了巨大的经济损失， 因此， 快速诊断方法的建

立和疫苗的研发在 ＨＨＳ 防控中起到十分重要的作用。
快速、 准确的病原诊断， 疫苗的紧急免疫和治疗性产

品 （如卵黄抗体） 的及时使用可以阻断疾病的传播，
减少损失。 ＥＬＩＳＡ 检测方法及胶体金试纸条检测方法

因其操作简便、 对实验室设备要求低及灵敏度高等特

点， 广泛用于传染病病原诊断及抗体检测， 因此， 多

项研究都建立了针对 ＦＡｄＶ－４ 及其结构蛋白的 ＥＬＩＳＡ
检测方法。 Ｓｈａｏ 等［２８］ 以制备的 ４Ａ３ 单抗为捕获抗

体， ＨＲＰ－３Ｃ２ 单抗为酶标检测抗体建立了可以检测

Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白和 ＦＡｄＶ－４ 病毒粒子的双抗体 ＥＬＩＳＡ 检

测方法， 该方法对 ＧＳＴ － Ｆｉｂｅｒ － ２ 的最低检测线为

１２􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ， 对 ＦＡｄＶ － ４ 的最低检测线为 １ × １０３

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 Ｘｉｅ 等［２９］以 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的单克隆抗体

为基础， 开发一种 ＦＡｄＶ－４ 的胶体金试纸条诊断方

法， 该试纸条针对 ＧＳＴ－Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白的最低检测线为

０􀆰 １ μｇ ／ １００ μＬ， 对于 ＦＡｄＶ－４ 的最低检测线为 １×１０５

ＴＣＩＤ５０ ／ １００ μＬ。 虽然胶体金试纸条的灵敏度稍显逊

色， 但是其不需要酶标仪等实验室设备， 更适用于养

殖一线现场的快速检测。 除采用单克隆抗体作为捕获

抗体和酶标检测抗体建立双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法外，
还可以兔源多抗作为捕获或检测抗体， 如王乐铭

等［３２］以制备单抗为捕获抗体， 以兔多抗为检测抗体，
ＨＲＰ 酶标山羊抗兔抗体作为检测二抗建立的可以检

测大片形吸虫组织蛋白酶 Ｌ１ 的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方

法； 季文彬等［３３］以兔多抗包被 ＥＬＩＳＡ 板作为捕获抗

体， 以制备的单克隆抗体作为检测抗体， ＨＲＰ 酶标

山羊抗鼠抗体作为酶标检测二抗建立的可以检测传染

性支气管炎病毒 （ＩＢＶ） 的双抗体 ＥＬＩＳＡ 方法。
考虑到兔多抗的特异性不如单克隆抗体， 为减少

ＥＬＩＳＡ 反应中的假阳性反应， 本研究使用制备的单克

隆抗体作为捕获抗体和酶标检测抗体建立了双抗体夹

心 ＥＬＳＩＡ 方法。 相关试验结果显示， 本研究建立的

双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方法灵敏度高， 对 Ｈｉｓ－Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋

白的检测线仅为 ０􀆰 ０７８ ｎｇ ／ μＬ， 不与 ＦＡｄＶ－４ 的其他
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主要结构蛋白及鸭腺病毒 ３ 型的 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白发生反

应， 在 Ｈｉｓ－Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白浓度为 ０􀆰 １２５ μｇ ／ １００ μＬ ～
０􀆰 ００７ ８１２ ５ μｇ ／ １００ μＬ 时， 蛋白浓度与 ＯＤ４５０ ｎｍ值呈

现良好的线性关系， 可以实现对 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白浓度的

定量检测， 且具有良好的重复性。 对于亚单位疫苗的

研制来说， 疫苗蛋白半成品溶液的蛋白浓度准确定量

是保证疫苗免疫效果稳定的关键因素。 一般而言，
Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白浓度的定量多是通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检验蛋

白纯度后， 根据测得的总蛋白浓度进行粗略推算［３４］。
由于考马斯亮蓝染色法的灵敏度有限， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
并不能准确反映出蛋白纯度， 且 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 步骤繁

琐、 需要的仪器设备较多， 这些都限制了 Ｆｉｂｅｒ－２ 亚

单位疫苗的进一步商业化。 尽管这种粗略的定量方法

可以满足实验要求， 但为了实现疫苗制备流程的简

化， 提高疫苗免疫质量的稳定性， 本研究建立了可以

定量检测 Ｆｉｂｅｒ － ２ 蛋白浓度的双单抗夹心 ＥＬＩＳＡ 方

法。 本方法敏感性好， 操作步骤更加规程化， 无需经

过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和总蛋白浓度测定即可实现对疫苗半

成品溶液的精准定量检测， 为 Ｆｉｂｅｒ－２ 亚单位疫苗的

商业化生产提供了有力工具。
遗憾的是， 本研究制备的 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白单克隆抗

体并没有体外中和活性， 这可能与 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白不能

诱导产生中和抗体有关。 此外， 本研究建立的双抗体

夹心 ＥＬＩＳＡ 可以检测到未稀释的阳性组织研磨上清

液或感染细胞中的 ＦＡｄＶ－４， 在 ＦＡｄＶ－４ 的临床抗原

检测中有着一定的应用潜力， 但敏感性较差， 仅能检

测到 １×１０４􀆰 ３ＴＣＩＤ５０ ／ １００ μＬ 纯化 ＦＡｄＶ－４， 需要进一

步的优化。 这可能与单抗识别表位在 ＦＡｄＶ－４ 病毒衣

壳上的展示情况及两株单克隆抗体之间的识别表位空

间位阻有关， 值得进一步探究。

４　 结论

本研究以原核表达的 Ｆｉｂｅｒ－２ 蛋白为免疫原免疫

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 并通过特异性试验和抗体相加试验，
成功制备了 ３ 株特异性良好、 可识别不同抗原表位的

单克隆抗体 １Ｈ２、 ２Ａ９、 ３Ｅ１， 并在此基础上建立了

可以定量检测 Ｆｉｂｅｒ － ２ 蛋白的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 方

法， 最低检测限为 ０􀆰 ０７８ ｎｇ ／ μＬ， 该方法特异性好、
重复性好， 为 ＦＡｄＶ－４ 亚单位疫苗研制提供了有力

工具。
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